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論 文 内 容 要 旨
序 論
染色体末端 にあるテロメアは細胞分裂に伴 って短小化 し、一定 の長 さに達す るとそ の細
胞の分裂 は停止す ることか ら分裂時計 といわれている。分裂 ・増殖能 を有す る幹細胞な ど
には、テ ロメアの短 小化を制御する しくみが備 わっていると考 え られて いる。そ の代表的
な ものがテ ロメアを伸張す る逆転写酵素のテ ロメラーゼで ある。テロメラーゼは増殖能を
有 した生殖細胞や幹細胞のみ存在 し、分化 した細胞では発現 していないことが哺乳類な ど
の研究 によ り明 らか となっている。
魚類では、ニジマスにおいて、正常 に成長 したニジマスの稚魚や成魚 の組織 を試料 とし
て活性を測定 した結果、すべての組織で活性が発現 してお り、 しか もその値は ヒ トのガン
細胞 と比較 して100倍 近 く高い値を示 した ことが報告 されている。 このような正常組織で
のテ ロメラーゼ活性 の発現は、細胞の脱落 と新生が盛んな表皮を除 くと哺乳類ではみ られ
ない。ま して、哺乳類では正常細胞がガ ン細胞よ りも著 しく高い活性 を示す ことな ど全 く
知 られ ていない。すなわち、ニ ジマス におけるテロメラーゼは、その活性の発現の仕方に
哺乳類 な どとは大 きく異なる特徴をもっていると考 えられ る。 しか しなが ら、魚類 におけ
るテロメラーゼ の研究報告例 は非常 に少なく、テロメラーゼがニ ジマスの生理の中で担 う
役割、また高い活性の発現のしくみについての解答は得 られていない。
そ こで本研究 は、ニ ジマスの正常組織 中におけるテ ロメラーゼが著 しく高 い活性 を示す
理 由を とらえるため、組織 を構成す る細胞の レベルで解析する ことにした。従来 の研究で
＼
いわれて いる 「正常な細胞でテ ロメラーゼ活性 を示すのは幹細胞、前駆細胞な どの未分化
な細胞で あり、分化 を終えた体細胞は活性を発現 しない」 ということが、ニジマスで も適
用され るのか、 また何か別 のしくみで活性を発現するのかを色々な角度か ら検証す ること
にした。 さらに、検討の対象 を広 げてサケ科魚類の中で研究成果が論議できる ことを目指
し、ヤマメも対象魚 として用いた。
第一章 ニ ジマ ス発 眼胚 にお けるテ ロメ ラーゼ活性の発現
ニジマス発眼胚 におけるテ ロメラーゼ活性 の発現について検討 した。また、活性の定性
的な検 出だけではなく、定量性 に優れたStretchPCR法 を用いることによ りテロメラーゼ
活性 を定量的に評価する ことも課題 とした。その結果、測定 に供 したすべての発眼胚 にお
いて高 いテロメラーゼ活性が検 出され、その活性 は熱処理 およびRNase処 理 によって完
全に失活 した(Fig.1)。 これ らのごとか ら、ニジマスのテ ロメラーゼは、哺乳類や繊毛虫
で知 られているのと同様に易熱性 のタ ンパク質であ り、サ ブユニ ッ トにRNAを 持ってい
る ことが示された。DNA量 か ら発眼胚の細胞数を算出 し、 これに基づいて もとめた細胞
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第二章 腎臓か ら分 離 した血液細胞 におけるテ ロメラーゼ活 性の発現
ニジマスの発眼胚は非常 に高 いテロメラーゼ活性 を示す ことが明 らか とな り、ニジマス
は発眼胚か ら加齢 した成魚 に至 るまで、正常な組織 中で高 いテロメラーゼ活性 を持 ちつづ
けていることが示唆された。そ こで、ニジマスの組織 中における高いテロメラーゼ活性は、
特定の種類の細胞が活性を発現 していることによるのか、あるいは細胞の分化段階 によっ
て活性 を発現 していることによるのかを明 らか にす る目的で、腎臓か ら分離 した血液細胞
を対象に、細胞亜集 団ごとの活性測定 と活性 を示す細胞種 の同定 を行 った。対象魚 として
ニジマスに加えてヤマメも使用 した。その結果～34%/51%パ ー コールによってL1、L2





























マメともにL1画 分 とB画 分で高い値が検出された(Fig.3,4)。 さらに各画分中の細胞組
成 を調べるため、染色 した血液細胞標本 を観察 し、分類を行 った。その結果 、L1画 分はリ





















次に、活性が認められたリンパ球 ・赤血球では、すべての分化 ・成熟段階でテ ロメラー
ゼ活性が発現 しているのか どうかにっいて検:証した。材料には細胞分裂促進物質による幼
若化現象が知 られているリンパ球 を用いた。リンパ球はL1画 分を使用 し、PHA-MとPWM
を用 いて短期培養実験 を行った。その結果、テロメラーゼ活性 は培養初期 には一端み られ`
なくな り・PHA-M添 加区では6畷 ¢i&5)・ 即M添 加区では4畷(Fi36)の 幼
若化 によって リンパ球の分裂 ・増殖が誘起された段階で再び活性を発現 した。このことか
ら、テロメラーゼの発現は細胞の分化段階によって異な り、未分化な段階のみで活性を発
現す ることが考え られ、L1画 分では幼若なリンパ球、B画 分では未分化な赤血球および
































































第三 章 心臓 にお けるテ ロメ ラーゼ活 性 の発現
前述 の通 りニジマスで は非再 生系組織
といわれる心臓や脳 も高 いテ ロメ ラーゼ
活性が検 出 されて いる。そ こで 、ニ ジマ
ス の非再 生系組 織 にお けるテ ロメ ラーゼ
の高活性発現 の しくみ を知 るため に、心
臓 を対象 として、活 性 を発現す る細胞種
の特定、 また、 前章で明 らかに した細胞
の分化段階 を検 討 した。 まず 、ニ ジマス
およびヤマ メの心臓全体 の活 性測定 を行
った結果、両魚種でHeLa細 胞 よ りも高
い活性が検 出された(Fig.7)。 特 に、ニ



































21.8倍 という非常に高い値であり、さらにヤマメ と比較 して も8.4倍 であった。次 に、組
織学的な観察 によりテロメラーゼ活性 を発現 している細胞の同定を試みた。一般染色によ
って心臓 を構成 している細胞の観察 を行 った結果、ニジマス とヤマメともに心臓 の構造 ・
構成細胞種 に違 いは観察されなかった(Fig.8)。 さらに、活性発現が認 められないマウス
において も心臓の基本構造 は魚類 と同じであった。 この結果 、テロメラーゼ活性 の違 いは
細胞種の違いによるのではないと考 えられた。























な状態な細胞であ り、増殖能 をもつ段階の細胞である ことが考 えられた。そ こで、増殖能
を有 した細胞がテロメラーゼ活性の発現を反映 していると推定 し、増殖細胞をPCNA抗 体
を用いて免疫組織化 学的 に検出 した。観察の結果、ニ ジマスおよびヤマメにのみ陽性細胞
が確認 され、マウスの心臓では陽性細胞は確認できなか った(Fig.9)。 また陽性細胞は心
筋細胞 、内皮細胞の どちらにも存在 していた。 これ らの結果か ら、ニジマス とヤマ メでは
同じ細胞種であって も未分化 で増殖能を有す る細胞が存在 し、マウスではすべての細胞が
分化 していたと考え られた。次 に、PCNA陽 性細胞率を調べた結果、ニ ジマスの方がヤマ
メよ りも心室で4倍 、心房で2.9倍 高い値で あった(Table2)。 この ことと、テロメラー
ゼ相対活性値の違 い(Fig.10)を 考え合わせ ると、ニ ジマス とヤマメの活性の違 いは、ニ
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本研究 において、ニ ジマスの発眼胚か らテロメラーゼ活性が検 出され、HeLa細 胞の活
性 を基準 とした相対活性値で も非常 に高い値を示 した。ニジマスのテ ロメラーゼ は、熱処
理およびRNaseに よって活性が完全に失われた ことか ら、易熱性のタンパク質で あり、
構成部分にRNAサ ブユニ ッ トを持つ ことが示された。
細胞分裂促進物質による リンパ球の短期培養 の結果 よ り、細胞が増殖能 を有す る状態す
なわち未分化な状態に戻ることでテロメラーゼ活性が再発現することが示された。さらに、
テロメ ラーゼ活性が細胞増殖 と関連がある ことも明 らか となった。すなわち、テロメラー
ゼの活性発現 について基本的な様式は、ニジマスやヤマメでも、その他の動物 と変わ らな
いことが明 らか となった。
ニジァスおよびヤマ メの非再生系組織 である心臓においてテ ロメラーゼ活性 が検出され、
この活性 は心臓 中の増殖細胞 に起因する ことが示唆 された。さ らに、ニジマスの方がヤマ
メよ りも高 いテロメ ラーゼ活性値を示 した。ニジマス とヤマメの活性 の違いは発現細胞数
の違いによることとともに、1細 胞 あた りの活性値 もニ ジマスのほうが高か った と結論 し
た。 このニジマスおよびヤマメにみ られ る高いテロメラーゼ活性は、再生系 ・非再 生系を
問わず正常組織 内に未分化 な細胞を多数有 していることに起因する ことが示 された。成魚
においても未分化な細胞 を多数有 して いる理 由として、細胞の増殖が 、組織 ・器官 を増大
させ個体 の成長 につなげてい くのではないか と考 え られた。 さらに、ニジマス とヤマメに
おけるテロメラーゼ活性 の差 は、成熟 の開始が個体 の成長か ら死へ と切 り換わ るシグナル
とな り、テロメラーゼ活性の発現 も制御 された結果ではないか と考え られる。初めての成
熟 とそれに続 く放卵 ・放精で死亡するヤマメでは、成熟が はじまれば成長する必要がなく
一51一
なる。す なわち、細胞 の増殖 を行 う必要がな くなるため、幹細胞および前駆細胞 とい うテ
ロメラーゼ活性を発現す る細胞の減少が引き起 こされた可能性が考え られた。
本研究 において、魚類の組織 において高いテロメラーゼ活性が検出された ことによ り、
多細胞 生物の正常個体 を材料 としたテロメラーゼ分子の解析、生体内で の活性発現機構の




論 文 審 査 結 果 要 旨
染色体末端 にあるテロメアは細胞分裂 に伴 って短小 化 し,一 定の長 さに達す るとその細胞 の分裂は停
止する。 したが って,分 裂 ・増殖 能 を有す ることが不可欠 な細胞 には,テ ロメアの短小化 を制御 する し
くみが備 わっている と考 えられ る。その代表的 なものが テロメア を伸長す る逆転写酵 素のテロメラーゼ
である。哺乳類では幹細胞や生殖細胞 のみにテロメラーゼ活性は認 め られ,分 化 した細胞で は発現 して
いない。一方,魚 類で は,ニ ジマス0πcor勿 πcん認7π画ssの 正常組織 につい てテ ロメラーゼ活性 を測
定 した結果,ヒ トのガ ン細胞 よりも100倍 近 く高い値 を示す ことが報告 されている。 この ような正常組
織 でのテロメラーゼ活性の発現 は哺乳類 ではみ られず,魚 類 の大 きな特徴であると考えられる。 しか し,
魚類においてテロメラーゼが魚類 の生理 に中で担 う役割,ま た高い活性の発現の しくみは明らかではない。
本研究 では,ニ ジマスを主 な材料 に して正常組織 におけるテロメラーゼの高い活性発現の しくみ につ
いて組織 を構成する細胞 の レベルで解析 した。 さらに,ニ ジマスで得 られた結果がサ ケ科魚類全般 に適
用 で きるのかを知 るため,成 熟 ・産卵様 式が異な るヤマメ も対象 とした。
最初 に,細 胞分裂が盛 んな発 眼胚 におけるテ ロメラーゼ活性の発現 につ いて検 討 した。その結果,
DNA量 ヵ・ら発眼胚 の細胞数を算 出 し,こ れに基づいて もとめた1細 胞 あた りの活1生値 は,ヒ ト子宮i頸ガ
ン細胞のHeLa細 胞 と比較 して54.0～142.0倍 という非常 に高い活性であることが明らかとなった(第1章)。
次 に,ニ ジマスの組織 にお ける高いテロメラーゼ活性 は,特 定の細胞種 によるのか,あ るいは細胞 の
分化段階 によるのかを明 らか にするため,腎 臓 か ら分離 した血液細胞 を対象 に,細 胞亜集団 ごとの活性
測定 と活性 を示す細胞種の同定 を行 った。 その結果,・リンパ球 と赤血球 のみが活性 を もつ ことを証 明 し
た。 さらに,リ ンパ球 を用いた幼若化試験の結果,テ ロメラーゼの発現 は未分化 な段 階のみである こと
を明 らか に した(第2章)。
ニジマ スでは,分 化 ・増殖能 をもった細胞が存在す る再生系の組織 に加 えて心臓 の ような非再生系組
織 で も高い テロメラーゼ活性が認 め られた。組織学 ・組織化学的な観察か ら心臓 の基本構造 は高 い活性
を示すニジマス ・ヤマメと活性のみ られないマウスと同 じであ り,特 別な細胞種が活性 を示すのではな く,
心筋細胞,内 皮細胞の中に増殖能を もった細胞が存在 し,そ れ らが活性を示すことを証明 した(第3章)。
以上の ように本研 究は,正 常 な細胞 においてテロメラーゼ活性 を示すのは,幹 細胞,前 駆細胞 などの
未分化な細胞 に限 られ,分 化 の進 んだ体細胞 は活性 を発現 しない ことが,ニ ジマスとヤマメのような魚
類で も普遍 的で あることを明 らか に した。一方で,ニ ジマスで は非再生系組織 に も高活性 を もつ増殖細
胞が数多 く存在することを世界 で初めて証明す るとともに,ヤ マ メで明確に認め られた成熟の開始によっ
てテロメラーゼ活性が大 きく減少す ることな ど,魚 類 に特有 な活性発現様式 を明 らか にした。本研 究に
よって初めて証明 された知見 は多 く,こ れ らの成果は,魚 類の生理学研究 に新 たな局面 を開 くと考え ら
れる。 よって審査委員一 同は本論文 の著者が博士(農 学)の 学位 を授与 され るに値するもの と判定 した。
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